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Summary

Examination of ruminant lymphocyte subpopulations
by flow cytometry

Flow cytometry is one of the most modern methods
of qualitative and quantitative evaluation of cells, e.g.
blood cells. Different cell populations are analysed
separately by ,leucogate”, being distinguished by
their scatter (forward and side) profiles.

The aim of the research was to establish reference
values of lymphocyte subpopulations in ruminants by
FACS analysis. Whole blood samples were analysed.
Populations of leukocytes were determined with a set
of specific monoclonal antibodies against: CD45,
CD14, CD2, CD4, CD8, CD 19, while ,,null” popula-
tions were labelled FITC and PE. Erythrocytes were
lysed with FACS lysing solution. Data acquisition and
analysis were done with SimulSet in FACStrak (Bec-
ton Dickinson) and additionally analysed with the
PC-Lysis program. Obtained results have been pre-
sented as a mean of percent and total numbers per
liter with a standard deviation. Statistical differences
between the results obtained in the research of ru-
minant species were observed. The presented studies
have shown that the above methods can be useful in
the phenotyping of animal cells.

Postep jakiego dokonano w ostatnich 20 latach
w zakresie konstrukcji aparatury spektrofluoro-
metrycznej opartej na technikach komputerowych
spowodowat niezwykle szybki rozwdj nowych me-
tod badawczych, ktére nabieraja coraz wigkszego
znaczenia w diagnostyce laboratoryjnej wielu scho-

*) Praca czgSciowo finansowana z grantu KBN 5 S 31002206

rzef. Do nowej generacji metod tej kategorii nalezy
cytometria przeplywowa umozliwiajaca precyzyjna
oceng jakosciowa i iloSciowa elementéw morfotycz-
nych we krwi oraz w innym materiale. Podstawa
badania materiatu biologicznego przy uzyciu ana-
lizatora — cytofluorymetru jest prawidtowo przepro-
wadzona reakcja immunologiczna z wlasciwymi
przeciwciatami monoklonalnymi. Wtasnie produk-
cja i dostepno$¢ przeciwcial monoklonalnych staty
si¢ bodZcem do rozwoju tej metody badawczej. Gtéwna
zalety przeprowadzenia analizy cytometrycznej jest
mozliwo$¢ zbadania duzej liczby komérek (kilka-
dziesiat tysiecy) w ré6znym materiale biologicznym
(krew, szpik kostny, wezty chtonne, wyptuczyny
pecherzykowo-oskrzelowe, mleko). Badanie to pro-
wadzi do ustalenia immunofenotypu komérek, co
moze by¢ pomocne w diagnostyce choréb uktadu
krwiotworczego, choréb ptuc, choréb autoimmu-
nizacyjnych i nowotworowych, a takze wrodzonych
1 nabytych niedoboréw immunologicznych oraz sta-
néw immunosupresji. Metoda ta zastapita m.in. sto-
sowang dotychczas oceng ilosci limfocytéw T przy
pomocy testu rozetkowego i poszerzyla badania
immunofluorescencyjne przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (5).

Ponadto przy pomocy cytometrii przeptywowej
mozna okresli¢ stan czynno$ciowy pojedynczych
komorek 1ich substruktur poprzez pomiar zawarto$ci
DNA, poszukiwanie ekspresji okreslonych biatek i
sekwencji nukleotydéw RNA, obserwacje aktywacji
komorek czy wreszcie opis mechanizméw $mierci
komérki (7, 10).
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Celem podjetych badai bylo ustalenie zakresu
warto$ci prawidtowych odsetka poszczegdlnych
subpopulacji limfocytéw, a takze liczby bezwzgled-
nej (G/1) tych komérek w organizmach zdrowego,
dorostego bydta, owiec i kéz oraz poréwnanie wy-
nikéw do wartoéci otrzymywanych przez innych
autoréw (2, 3, 6, 8, 11).

Material i metody

Jako markera limfocytéw T uzyto antygenu powierzch-
niowego CD2 (CD - cluster of differentiation) rozpozna-
wanego u badanych gatunkéw przezuwaczy (9). Marke-
rem limfocytéw T-pomocniczych jest czasteczka CD4, a
T-cytotoksycznych/supresorowych czasteczka CD8. Lim-
focyty B rozpoznawano przy pomocy przeciwciata mono-
klonalnego anty-B-B2 wiazacego si¢ z czasteczka analo-
giczng do ludzkiego CD19, natomiast komorki nie-T 1
nie-B czyli ,,null” przy pomocy przeciwciala WC1 — N2.

Badania przeprowadzono na dorostych, klinicznie
zdrowych przezuwaczach (8 krowach rasy ncb, 8 owcach
— wrzoséwkach 1 18 kozach rasy saaneriskiej).

Wyniki podstawowych analiz hematologicznych i bio-
chemicznych krwi obwodowej tych zwierzat miescily sig
w zakresach wartosci prawidtowych.

Do analizy populacji leukocytéw i subpopulacji limfo-
cytéw uzywano przeciwcial monoklonalnych wypro-
dukowanych przez VMDR Inc. Pullman (USA), ktérych
charakterystyke zamieszczono w tabeli 1 (4). Dla wyod-
rebnienia limfocytéw niezbedne byto umieszczenie w pa-
nelu préb opisujacych leukocyty krwi zwierzecia, tzw.
Jleukogate”, czyli probéwki zawierajacej przeciwciato
anty-CD45 (a w odniesieniu do owcy, eksperymentalnie
uzyto anty-CD45R). Rézne populacje leukocytéw maja
r62na ekspresje powierzchniowego antygenu CD45 (fo-
sfatazy biatkowej), co pozwala wykre§li¢ okna (gates) dla
limfocytéw, monocytéw i granulocytéw. Pomocne w tym
jest tez przeciwciato anty-GM1 wiazace si¢ z granulocy-
tami i monocytami (zblizone do ludzkiego antygenu CD14
na monocytach). Komérki w oknie limfocytéw mozna
réwniez zlokalizowaé na wykresie FSC/SSC (ryc. 1).

FSC (1) vs SSC (2)
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Ryc. 1. Rozkiad populacji leukocytow na przyktadzie krwi obwodowej kozy

Préba kontrolna zawierata wylacznie komoérki 1 przeciw-
ciata nieznakowane. Limfocyty T i B okreslano para prze-
ciwcial monoklonalnych: anty-CD2 i anty-CD19 (ryc. 2),
analogicznie limfocyty pomocnicze i cytotoksyczne/su-
presorowe para: anty-CD4 i-anty-CD8 albo anty-CD2 1
anty-CD4 oraz anty-CD2 i anty-CDS8 (ryc. 3). Natomiast
komérki ,,null” oznaczono jednym przeciwciatem.

Reakcje immunocytochemiczne przeprowadzano me-
todami: bezposrednia i posrednia. Przy zastosowaniu w
tej samej prébie pary przeciwcial monoklonalnych o jedna-
kowych izotypach wykorzystywano metode bezposrednia,
w ktérej uzywano przeciwciata monoklonalnego potaczo-
nego z fluoresceing — FITC (12). Drugie przeciwcialo
bylo biotynylowane i wiazane w dodatkowej inkubacji ze
Streptawidyna znakowana fikoerytryna (PE) (Becton-Dic-
kinson). Jezeli uzywano w tej samej probie pary przeciw-
cial monoklonalnych o réznych izotypach, np. 1gGl 1
IgM, stosowano metode posredniego wiazania z odpo-
wiednim fluorochromem poprzez dodatkowe przeciwcia-
to monoklonalne skoniugowane z FITC lub PE (MEDAC,
Niemcy).

Tab. 1. Zestawienie przeciwcial monoklonalnych uzywanych w badaniach immunofenotypéw limfocytéw krwi obwodowej

Przeciwciala monoklonalne Immunofenotypy Izotyp Gatunki zwierzat
Klon hybrydoma limfocytow przeciwciala bydio (Bo) GHEE [(OF) kozy (Go)
CACTBS51A [gG2 + - =
CD45+
BAGB20A IgG1 - - +
GC6A CD45R+ IgM - + -
DHS59B GM1 (SWC3)+ IgGl1 + + +
MUC2A CD2+ I1gG2 + + +
GC50A1 CD4+ [gM + + +
CACTB0A CD8+ IgG1 + + +
BAQ44A B-B2 (BoCDI19+) IgM + + +
BAQ4A WCI1-N2 (,null”)+ IgGl1 + + +
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Ryc. 2. Analiza cytometryczna obrazu fluorescencji limfocytow CD2 i CD19 pozytywnych (bydlo, owce, kozy)
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Ryc. 3. Analiza cytometryczna obrazu fluorescencii limfocytow CD4 i CDS8 pozytywnych (bydto, owce, kozy)

Znakowania komoérek dokonywano we krwi petnej zyl-
nej (10% EDTA) w objgtosci 50 pl poprzez dodanie
przeciwcial monoklonalnych i inkubacj¢ przez 15 min. w
temperaturze pokojowej. Nadmiar przeciwcial niezwia-
zanych z komérkami wyptukiwano 2 ml PBS 2 10% ACD,
0,2% NaN3, 10 mM EDTA, 2% surowica konska pozba-
wiong IgG 1 wirowanie 5 min. przy 150 g. W analogiczny
sposéb przeprowadzano reakcje z kolejnymi przeciwcia-
fami monoklonalnymi, po kazdej inkubacji odptukujac
komérki z resztek przeciwciat monoklonalnych. Po zwia-
zaniu antygendéw powierzchniowych z przeciwciatami
potaczonymi z fluorochromami lizowano erytrocyty przy
pomocy FACS - lysing Solution (Becton-Dickinson). Po-
zostate blony erytrocytame wraz z uwolniong hemoglo-
bing wyptukiwano PBS z 10% ACD, 0,2% NaN3i 10 mM
EDTA. Po odwirowaniu komérki zawieszano w PBS z
2% formaldehydem.

Odczytu wynikéw dokonywano przy uzyciu cytometru
przepltywowego FACStrak (Becton-Dickinson) 1 progra-
mu sterujacego zbiorem danych SimulSET. Analizg cyto-
metryczna przeprowadzano przy uzyciu programéw PC-
-LYSYS oraz winMDI. Prawidlowo$¢ odczytu i interpre-
tacji wynikéw byla kontrolowana w testach CEQUAL —
— mi¢dzynarodowym programie standaryzacji laborato-
ridw cytometrycznych, potwierdzanych certyfikatami.

Analize statystyczna wynikéw przeprowadzono przy
uzyciu testu t-Studenta,

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci Sred-
nich wartosci odsetka 1 liczb bezwzglgdnych wraz
z odchyleniami standardowymi, co daje ogdlny po-
glad o wartoSciach prawidtowych poszczegdlnych
subpopulacji limfocytéw porownywanych gatunkéw
przezuwaczy.

Analizujac wyniki limfocytow CD2+ u tych zwie-
rzat, statystycznie istotna, nizsza wartos$¢ odsetkowa
stwierdzono u kéz w poréwnaniu do pozostatych
gatunkéw. Wartosci bezwzgledne liczby tej popu-
lacji komorek nie réznig si¢ istotnie ze wzglgdu na

Tab. 2. Odsetek i liczba poszczegolnych subpopulacji

limfocytow we krwi obwodowej bydla (x £s; n=8);
ogolna liczba limfocytéw = 4,43 +0,40 G/1

Su-bpopul?cje Odsetek Liczba x10°/1
limfocytow

BoCD2+ 60,88 £6,38 3,20+ 1,38
BoCD4+ 36,13+3,44 1,60 £ 0,22
BoCD8+ 21,63 +4,37 0,96 £0,23
BoCD4+ : BoCDS8+ 1,67 1,67

B-B2 (BoCD19+) 20,75£292 0,92+0,17
WCI-N2 (,null”)+ 5,63+0,92 0,25 £0,04
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Tab. 3. Odsetek i liczba poszczegélnych subpopulacji
limfocytéw we krwi obwodowej owiec (x *s; n= 8);
ogdlna liczba limfocytéw = 4,18 +2,48 G/l

Sﬁ:’n"f‘;g;:zvcfe Odsetek Liczba x10°/1
OvCD2+ 63,88+ 14,15 2,64+ 1,86
OvCD4+ 39,25+ 6,41 1,67+ 1,17
OvCD8+ 23.25+9,10 0,93 £0,76
OvCD4+ : OvCD8+ 1,69 1,80
'B-B2 (OvCD19+4) 23,88 +7,14 0,96 £ 0,50
WC1-N2 (,null”)+ 6,88 3,98 0,32+0.26

Tab. 4. Odsetek i liczba poszczegélnych subpopulacji
limfocytéw we krwi obwodowej kéz (x +s; n=8);
ogodlna liczba limfocytéw = 8,08 +2,17 G/1

S}’i‘r:ff‘(’)‘c“y‘:gfv” Odsetek Liczba x10%/1
GoCD2+ 41,06 £ 10,46%%%¢ 3,27 +1,09
GoCD4+ 26,72 + 4,08%**C 2,13 £0,56*
GoCD8+ 14,67  5,84%° 1,16 0,51
GoCD4+ : GoCD8+ 1,82 1,84
B-B2 (GoCD19+) 29,33 £ 6,23%* 2,38 + 0,80%#*°
WCI-N2 (,null”)+ 2,33 +2,30%*° 0,20 +0,23

Objasnienia: réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do wynikow
tych subpopulacji limfocytéw bydta, przy *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001; réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do wy-
nikéw tych subpopulacji limfocytéw owiec, przy p < 0,05, bp<
< 0,01, “p<0,001.

znacznie wyzsza liczbe limfocytéw u kéz (tab. 2,
3, 4). Davis i wsp. wykazali nizszy odsetek te]

subpopulacji u bydta, co moze sig¢ wigzac z uzyciem
innego przeciwciata (2). Odsetek subpopulacji CD4+
byt istotnie nizszy u kéz w poréwnaniu do bydta i
owiec. W wartoSciach bezwzglednych za$ liczba
tych komérek byla najwyzsza u tego gatunku. Uzy-
skane wyniki mieszcza si¢ w przedziale wartosci
otrzymywanych przez innych autoréw, niezaleznie
od uzytych przeciwcial monoklonalnych (1, 3, 6).
Poréwnujac odsetek komérek CD8+ stwierdzono
podobne réznice migdzy gatunkami jak przy CD4+.
Warto$é wspélczynnika CD4+ : CD8+ u poréwny-
wanych gatunkéw byt zblizony i miescit si¢ w za-
kresie 1,7-1,8. Liczba limfocytéw B byta istotnie
wyzsza u kéz. Réwnoczesnie wykazano istotnie niz-
sze warto$ci odsetka limfocytéw nie-T, nie-B u koz
w poréwnaniu do bydta i owiec. Wartosci limfocy-
t6w B, jak i komérek ,,null” u omawianych gatunkéw
zwierzat stanowig oryginalne wyniki.

Przeprowadzone badania wykazaly przydatnos¢
zastosowanej metody w fenotypowaniu komorek
zwierzat.

Pismiennictwo

1. Bensaid A., Hadam M.: Vet. Immunol. Immunopathol. 27, 51, 1991.

2. Davis W. C., Splitter G. S.: Vet. Immunol. Immunopathol. 27, 43, 1991.

3. Davis W. C,, Ellis J. A.: Vet. Immunol. Immunopathol. 27, 121, 1991.

4. Davis W. C.: Monoclonal Antibody Protocols, 45, 149, 1995.

5. Fleisher T. A.: Allerg. Clin. N. Amer. 14, 225, 1994,

6. Hopkins J.: Vet. Immunol. Immunopathol. 27, 101, 1991.

7. Kawiak J., Glowacka E., Kawalec M.: Folia Histochem. Cytobiol. 34 Supl
1, 39, 1996.

8. Keech C. L., Brandon M.: Vet. Immunol. Immunopathol. 27, 109, 1991.

9. Larsen R. A., Monaghan M. L., Park Y. H., Hamilton M. J., Ellis J. A,
Davis W. C.. Vet. Immunol. Immunopathol. 25, 195, 1990.

10. Lovett E. J.: Lab. Invest. 50, 115, 1984.

L1. Mac Hugh N. D., Sopp P.: Vet. Inmunol. Immunopathol. 27, 65, 1991,

12. Rinderknecht H.: Nature 193, 167, 1962.

Adres autora: prof. dr hab. Wiodzimierz Kluciriski, ul. Grochowska
272, 03-849 Warszawa

PALACIO J., LISTE F., GASCON M.: Enzymuria
jako wskaznik uszkodzenia nerek w przebiegu leish-
maniozy u pséw. (Enzymuria as an index of renal
damage in canine leishmaniasis). Vet. Rec. 140, 477-
480, 1997 (18)

Przebadano aktywno§¢ aminopeptydazy alaninowej, y-glutamylo-
wej transpeptydazy, fosfatazy zasadowej, N-acetylo-B-D-glukoza-
minidazy, B-glukuronidazy w moczu 15 pséw zarazonych leishmanioza
oraz w moczu 8 zdrowych pséw. U zarazonych pséw poziom azotu
mocznikowego (mmol/L), kreatyniny (umol/L) w surowicy krwi wy-
nosit odpowiednio 1,440,5 oraz 97,2%8,8, a u pséw zdrowych 1,440,3
i 79,6£17,7. W moczu chorych pséw poziom biatka wynosit 2,9 g/L.,
stosunek biatka w moczu do kreatyniny 2,2, aktywno$¢ (j/gCr) ami-
nopeptydazy alaninowej 2,6+2,7, y-glutamylowej transpeptydazy 67+71,
fosfatazy zasadowej 83+144, N-acetylo-B-D-glukozaminidazy 50£57,
B-glukuronidazy 17+13. U zdrowych pséw aktywnos$¢ tych enzymow
wynosita odpowiednio 1,310,2; 12,944,8; 15,1+13,2; 6,4+1,815,3+2,6.
Aktywno$¢ enzymatyczna moczu odzwierciedla do$¢ dokladnie za-
kres uszkodzenia nerek.

G.

CECI L., KIRVAR E., CORELLIU G., BROWN D.,
SASANELLI M., SPARAGANO O.: Dane wskazujace
na zarazenie bydta w poludniowych Wloszech przez
Theileria buffeli. (Evidence of Theileria buffeli infec-
tion in cattle in Southern Italy). Vet. Rec. 140, 581-
-583, 1997 (22)

W czerwecu 1995 r. wystapity u bydta na terenie Apulii objawy
wskazujace na theilerioze. Na czoto objawdw klinicznych wysuwata
sie goraczka, utrata taknienia, wychudzenie, zaburzenia w przezuwa-
niu, blado§¢ bton §luzowych. Badanie laboratoryjne wykazalo silng
niedokrwisto§¢, anizocytozg, poikilocytoze i leukopenie. Identyfika-
cje gatunku Theileria oparto o badanie form pasozyta obecnych w
erytrocytach bydta z klinicznymi objawami choroby oraz o wyniki
badari serologicznych surowic 8 kréw w tescie IFAT. Miano swois-
tych przeciwciat dla T. buffei w surowicach kréw z klinicznymi ob-
jawami choroby wynosito od 1:640 (2 krowy) do 1:2560. U 5 krow
u ktérych choroba przebiegata w postaci subklinicznej miano prze-
ciwcial wahato si¢ od 1:160 do 1:640.

G.



